























genotyped  them  at  12 microsatellite  loci.  In  parallel,  geometric morphometric  analysis  of  shell 
outlines was used  to  test  for associations between shell shape,  latitude and genotype, and  for a 
selection of shells we measured the thickness and organic content of the granular prismatic (PR), 
the  crossed‐lamellar  (CL)  and  the  complex  crossed‐lamellar  (CCL)  layers.  Strong  population 











The soft‐shell clam Mya arenaria Linnaeus, 1758,  is a marine bivalve  that occurs  in numerous 
intertidal infaunal communities across Europe and North America. While this species has a relatively 
high dispersal potential during  the planktonic  larval stage and as  juveniles  [1],  the contemporary 
geographic distribution of M. arenaria appears to have been largely influenced by human‐mediated 
translocations. Although deliberate  introductions have been documented  in  the  literature  [2],  the 
majority of  introductions were probably unintentional, occurring  either as  a byproduct of oyster 
transplants [3] or via shipping, as this species can survive for extended periods in ballast water [4,5]. 













a  single European population  [24,25],  only  three  studies  to  our  knowledge  have  focused  on  the 
population  genetics  of  the  soft‐shell  clam  in  Europe  [5,26,27].  In  all  cases,  little  in  the way  of 
population genetic structure could be detected and genetic diversity appeared to be low. However, 
these studies were exclusively based on either allozymes or mitochondrial DNA (mtDNA), which 
provide  limited  power  to  detect  genetic  differentiation,  especially when  population  structure  is 
shallow. 
More  recently, microsatellite markers have been developed  for  the  soft‐shell clam, which,  in 




clear  evidence  for  genetic  differentiation  at microsatellites  but  not mtDNA  [27],  implying  that 
population genetic structure may be present over a broader scale in Europe. 
Characterizing population genetic structure not only provides information on patterns of gene 
flow and genetic drift, but  it may also  shed  light on  the extent  to which morphological or other 
phenotypic  traits  are  plastic  versus  under  genetic  control  [29,30].  The  underlying  logic  of  this 
approach is to relate phenotypic differences among populations to the underlying genetic structure. 
On  the  one  hand,  the  presence  of  pronounced  phenotypic  differences  among  genetically 
indistinguishable populations may be suggestive of a strong  influence of  the environment on  the 
traits in question. On the other hand, coincident patterns of genetic and phenotypic variation point 
towards a possible role of genetics. Shell morphological  traits of marine  invertebrates provide an 
ideal  test bed  for  investigating  the  relative  contributions of genes  and  the  environment  towards 
phenotypic  trait  variation,  as  protocols  have  already  been  established  for  quantifying  shell 
















mainly  composed  of  aragonite  (CaCO3)  crystals  and  inter‐crystalline  biomineral  organic matrix. 
Differences  in  the  energetic  cost  of  producing  and  maintaining  different  shell  structures  and 
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components [46,47] as well as geographical variation in physical and biotic stressors that are likely to 
exercise  a  selective  pressure  on  shell morphology,  are  expected  to  influence  variation  in  shell 
microstructural composition and thickness [48,49]. The fact that M. arenaria is widespread and locally 
abundant, combined with  the availability of recently developed microsatellites [25,28], makes  this 








Europe,  spanning  a  latitudinal  cline  from Lisbon  to  St. Andrews  (Figure  2). Genetic data  for  12 
microsatellite  loci were  generated  and  analyzed  in  combination with  data  on  shell  shape,  total 
thickness and the thickness of the PR, CL and CCL layers. For a subset of samples originating from 
the  extreme  northern  and  southern  sampling  sites,  the  organic  content  of  these  layers was  also 
measured. This allowed us  to  characterize  the pan‐European population genetic  structure of  this 
species and to test for effects of genotype and latitude on key shell characteristics. 












thickness  and  organic  content  as  described  subsequently. Approximately  1  cm3  of  tissue,  either 
adductor muscle or mantle, was taken from each individual and stored in 95% ethanol at −20 °C for 
genetic  analysis. Whole  genomic  DNA  was  extracted  following  an  adapted  phenol‐chloroform 
protocol [51]. 












Thickness Analysis  Ho  He  Na  Ar 
ITA  Comacchio (Italy)  30  28  18  0.75 (0.13)  0.76 (0.07)  8.23 (2.37)  6.24 (1.6) 
LIS  Lisbon (Portugal)  28  29  21  0.67 (0.19)  0.74 (0.18)  8.36 (2.24)  6.56 (1.73) 
BRE  Brest (France)  32  35  19  0.76 (0.19)  0.77 (0.12)  9.54 (3.32)  7.08 (2.56) 
PLY  Plymouth (UK)  27  30  19  0.66 (0.13)  0.75 (0.09)  8.63 (3.44)  6.6 (2.24) 
SAN  Saint Andrews (UK)  23  22  20  0.74 (0.12)  0.72 (0.1)  5.91 (1.64)  5.16 (1.45) 
LCR  Le Crotoy (France)  31  40  21  0.71 (0.14)  0.75 (0.08)  8.18 (2.44)  6.36 (1.54) 
TXL  Balgzand (Netherlands)  30  30  21  0.71 (0.15)  0.76 (0.1)  8.72 (2.76)  6.36 (1.65) 
SYL  Sylt (Germany)  12  13  10  0.62 (0.14)  0.73 (0.13)  6.36 (2.65)  6.63 (2.65) 
KIE  Kiel (Germany)  34  35  18  0.59 (0.15)  0.74 (0.11)  8.91 (2.38)  6.29 (1.52) 
Total      247  262  167  0.69 (0.06)  0.75 (0.02)  8.09 (1.19)  6.36 (0.52) 
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2.2. Microsatellite Genotyping 




15  min  at  60  °C  (see  Table  S1  for  Ta).  Fluorescently  labeled  PCR  products  were  resolved  by 




The  R  package  Pegas  v.  0.12  [52]  was  used  to  test  for  deviations  from  Hardy‐Weinberg 
equilibrium at each locus using 1000 Monte Carlo replicates, while Genepop on the Web [53,54] was 
used  to check  for deviations  from  linkage equilibrium using default parameters. The  resulting p‐












Third, we used Structure v.  2.3.3  [61]  to  carry out  a Bayesian  cluster  analysis. Structure uses  an 




in period and Markov chain Monte Carlo  repetitions  to 105 and 106, respectively. The most  likely 
number of genetic groups was evaluated using the maximal average value of Ln P (D), a model choice 
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A  PCA was  performed  on  the matrix  of  harmonic  coefficients  to  characterize  shell  shape 
variation among individuals. The first three principal components (PCs), capturing 90.1% of the total 






with  respect  to a number of predictors. Specifically,  the  scores of  the  first  three  shape PCs were 
modelled as a function of standardized latitude, the first two genetic PCs, sMLH, shape (a categorical 
variable with three levels: shape PC1, shape PC2, shape PC3) and their two‐way interactions. Shell 




was  then optimized by  rejecting non‐significant  interaction  terms and  factors  that minimized  the 
AICc value (Table S2). The final model was then of the form: 
𝑆ℎ𝑒𝑙𝑙𝑆ℎ𝑎𝑝𝑒௜௝௞  ൌ  𝐿𝑎𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑𝑒௜௞ ൅ 𝐿𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ௜௞ ൅ 𝑔𝑃𝐶1௜௞ ൅ 𝑔𝑃𝐶2௜௞ ൅ 𝑠𝑀𝐿𝐻௜௞ ൅ 𝑆ℎ𝑎𝑝𝑒𝑃𝐶௝













(Figure  1c)  using  a  diamond  saw.  Shell  cross‐sections were  progressively  polished with  silicon 
carbide paper  (grit  size:  from P800  to P2500) and diamond paste  (grading:  from 9  μm  to 3  μm). 
Polished cross‐sections were treated with Mutvei’s solution [33] to highlight different growth marks 
and microstructures within the shells (Figure 1c). The thickness of each shell layer was measured on 



















the final model. This was of the form:  𝑇ℎ𝑖𝑐𝑘𝑛𝑒𝑠𝑠௜௝௞  ൌ  𝐿𝑎𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑𝑒௜௞ ൅ 𝐿𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ௜௞ ൅ 𝑔𝑃𝐶1௜௞ ൅ 𝑔𝑃𝐶2௜௞ ൅ 𝑠𝑀𝐿𝐻௜௞ ൅ 𝐿𝑎𝑦𝑒𝑟௝
൅ 𝐿𝑎𝑡𝑖𝑡𝑢𝑑𝑒௜௞ ൈ 𝐿𝑎𝑦𝑒𝑟௝ ൅  𝐿𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ௜௞ ൈ 𝐿𝑎𝑦𝑒𝑟௝ ൅ 𝑆𝑖𝑡𝑒௜௝ ൅ 𝜀௜௝௞  𝑆𝑖𝑡𝑒௜௝ ~ 𝑁ሺ0; 𝜎ௌ௜௧௘ଶ ሻ  𝜀௜௝௞~ 𝑁൫0;𝜎௝ଶ ൈ 𝑒ଶఋൈ௚௉஼ଶ೔ೖ൯ 
(2) 
where Thicknessijk is the kth thickness observation from layer j (j = PR, CL, CCL) and site i (i = 1, …, 9), 
Siteij  is  the  random  intercept  for  layer  j, which  is  assumed  to  be  normally  distributed with  an 
expectation of zero and variance  𝜎ௌ௜௧௘ଶ . εijk is the normally distributed error with a mean of zero and 
different  variances  per  layer  j  changing  exponentially with  the  variance  covariate  gPC2ik.  This 
variance structure was chosen over others because  it minimized  the AICc value  (Table S2). Mean 


















The microsatellite data used  to generate  this  study are publibly available  from  the Figshare 
repository (https://figshare.com) (DOI: 10.6084/m9.figshare.11949546). 
3. Results 
In  order  to  investigate  patterns  of  genetic  and morphological  variation  in M.  arenaria, we 
collected a total of 266 samples from nine locations spanning a European latitudinal cline. A total of 




loci deviated  from HWE  in  fewer  than  three populations  so null alleles or genotyping errors are 
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3.1. Population Structure 
Pairwise Fst values varied between 0.02 and 0.14  (Table S3), with  comparisons  involving  the 
Italian population (ITA) producing the highest overall values (mean = 0.12). The majority of Fst values 





separate cluster  (Figure 3a), while  the other eight populations were distributed more or  less as a 
continuum along the second principal component axis. 
 
Figure 3. Results of genetic analysis of 247  soft‐shell  clams genotyped at 11 microsatellites.  (a) A 
scatterplot  of  individual  variation  in  principal  component  (PC)  scores  derived  from  principal 
component analysis (PCA) of the microsatellite dataset. The amounts of variation explained by each 
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Arguably the most powerful tests of population structure need not rely on knowledge of the 
populations  from which  individuals were  sampled. We  therefore used  the program  Structure  to 
















variability  and  a  scatterplot  of  PC1  versus  PC2  revealed  appreciable  variation  among  the  nine 







intervals  for  each population. The  ellipses  are  color  coded  according  to  the main genetic groups 
discovered by Structure (shown in Figure 3d). Extreme and average reconstructed shell outlines are 
shown in grey. 










Finally, we  constructed  a generalized  linear mixed model  (GLMM)  to  explore  the  effects of 
latitude,  body  size  and  genotype  (expressed  as  genetic  PC1  and  PC2  scores  and  individual 


































from  generalized  linear mixed models  (GLMMs)  of  shell  shape  and  shell  thickness  respectively. 
Results are summarized in panel (a) separately for each of three shape principal components (PCs), 
which are respectively color‐coded  in red, yellow and blue respectively. Panel (b) summarizes  the 
results of  the whole shell  thickness model (in black) and  the shell  layers model, with  the granular 
prismatic (PR) layer shown in red, the crossed‐lamellar (CL) layer shown in yellow and the complex 
crossed‐lamellar  (CCL)  layer  shown  in  blue. Regression parameters were  considered  statistically 
significant  when  the  bootstrapped  95%  CI  (error  bars)  did  not  overlap  zero  (asterisks  denote 
significant differences from zero). (c) Relationship between latitude and the thickness of the PR, CL 
and CCL  layers. Mean values  (solid  lines) and confidence  intervals  (shaded areas) were predicted 
while controlling for shell length. (d) Latitudinal differences in shell organic content of the PR (red 
bars) and CCL (blue bars) layers between representative warm temperate (LIS) and cold temperate 
(SAN)  populations.  Error  bars  represent  95%  CIs,  asterisks  represent  statistically  significant 
comparisons (p < 0.05) and NS denotes non‐significant comparisons. 
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used  as  the  reference  levels  in  the  respective  models.  Regression  parameters  were  considered 
statistically significant and highlighted in bold when the bootstrapped 95% CI did not overlap zero. 
Coefficient  Estimate  SE  95% CI  t  p−Value 
Shell shape GLMM †           
(Intercept)  0.002  0.11  −0.37; 0.37  0.01  0.99 
Shape (PC2)  −0.01  0.17  −0.52; 0.49  −0.07  0.94 
Shape (PC3)  0.02  0.19  −0.51; 0.53  0.12  0.91 
Latitude  −0.004  0.10  −0.23; 0.22  −0.03  0.97 
Length × Shape (PC1)  −0.11  0.08  −0.35; 0.13  −1.27  0.20 
Length × Shape (PC2)  −0.07  0.10  −0.27; 0.13  −0.70  0.49 
Length × Shape (PC3)  0.27  0.10  0.07; 0.45  2.70  0.0072 
gPC1  0.03  0.06  −0.09; 0.15  0.47  0.64 
gPC2  −0.01  0.06  −0.13; 0.12  −0.15  0.88 
sMLH  0.02  0.04  −0.06; 0.11  0.55  0.58 
Shell layers thickness GLMM *         
(Intercept)  274.60  7.15  257.38; 291.44  38.41  <0.0001 
Layer (CL)  −181.29  7.30  −204.95; −158.30  −24.82  <0.0001 
Layer (CCL)  −19.45  14.63  −45.03; 5.82  −1.33  0.18 
Latitude × Layer (PR)  24.30  7.36  9.02; 39.27  3.30  0.0010 
Latitude × Layer (CL)  −2.68  3.40  −17.10; 11.27  −0.79  0.43 
Latitude × Layer (CCL)  −23.72  13.36  −37.43; −9.69  −1.78  0.076 
Length × Layer (PR)  25.36  6.92  12.29; 38.93  3.66  0.0003 
Length × Layer (CL)  6.74  2.67  −7.63; 21.44  2.53  0.012 
Length × Layer (CCL)  30.71  9.79  14.88; 46.79  3.14  0.0018 
gPC1  −0.98  2.65  −9.80; 7.82  −0.37  0.71 
gPC2  −1.62  2.45  −10.62; 7.44  −0.66  0.51 








Europe and  to  test  for associations between genetic variables  and  shell morphological  traits. We 
uncovered evidence for strong population genetic structure, which was unrelated to variation in shell 
shape,  thickness,  microstructure  and  organic  content.  Instead,  although  none  of  our  predictor 
variables explained variation in shell shape, latitude appeared to be the best predictor of variation in 
shell  thickness  and  organic  content. We  therefore  conclude  that most  if  not  all  of  the  observed 
variation  in  shell  shape  and  thickness  is  probably  due  to  environmentally  driven  phenotypic 
plasticity. 
  














the Adriatic  Sea  (ITA) were  strongly  differentiated  from  the Atlantic  populations. Deep  genetic 
divergence  between  the Mediterranean  and  the  Atlantic  is  a  common  pattern  found  in  native 
European marine  invertebrates  [71,72], which  typically  results  from  a  combination  of  historical 




trace. Second, after  this species was  reintroduced  into Europe, anthropogenic  translocations were 




investigate  this  further, more  extensive geographical  sampling would need  to be  combined with 





superficially  resemble  that  observed  in  other  marine  species  native  to  Europe,  where  Atlantic 
























none  of  the  predictors  fitted  in  our  GLMM  could  explain  a  significant  proportion  of  the  total 
variation. Although  it  is  not  necessarily  surprising  that  the  genetic  variables were  unrelated  to 
variation  in  shell  shape,  studies  of  other  bivalve  species  have  reported  strong  effects  of  local 






over  a much  finer  geographic  scale,  as  this would  effectively  control  for  large‐scale  sources  of 
variability while  facilitating more  quantitative  investigation  of  specific  factors  such  as  substrate 
typology and sediment size. 
4.3. Variation in Shell Thickness, Microstructure and Organic Content 









Surprisingly,  our  results  are  also  not  consistent with  poleward  skeletal  reductions  due  to 
increased calcification costs at high latitudes, as we did not observe any change in total shell thickness 
along a  latitudinal  cline. However,  shell organic  content was  reduced  in  samples  from  the more 
northerly,  colder  environment, which  is  in  line with  suggestions  that  shell organics have higher 
production costs than CaCO3 deposition [46,47]. Similar divergent patterns have been documented 
for  laternulid clams  [82], where  thicker shells have been suggested  to have a selective advantage 
when  individuals are moved  through sediment by  ice disturbance  [83]. Likewise,  the calcification 
pattern we observe might represent a trade‐off to preserve a constant shell thickness across latitude. 






results  of  reciprocal  transplant  experiments,  which  have  uncovered  a  prominent  role  of 
environmental variation in shaping shell morphology [84,85]. We built upon the approaches used in 
previous  population  genetic  studies  by  integrating  genetic  variation  in  the  form  of  principal 
component scores, which capture multiple aspects of genetic variation and facilitate morphological‐
genetic  comparisons  at  the  level  of  individuals  rather  than  populations.  Furthermore,  as 










content. We  uncovered  strong  population  structure,  consistent with  the  known  involvement  of 
humans  in  reintroducing  this  species  to Europe  as well  as  a  long history of both deliberate  and 
unintentional long‐distance translocations. Additionally, we were unable to find any genetic effects 
on  individual  variability  in  shell  shape  and  thickness,  consistent with previous  studies  of  other 
shellfish species reaching the conclusion that shell morphology is largely plastic [34–36]. Specifically, 










used  for  elliptic  Fourier  analysis  (EFA)  of  shell  outlines.  Cumulative  harmonic  Fourier  power  is  shown 
separately for (a) lateral and (b) anterior shell views. The power is proportional to the harmonic amplitude and 
can be considered a measure of shape information [63]. We evaluated the appropriate number of harmonics to 





















polymorphism  characteristics  in  247  soft‐shell  clams  sampled  from  nine  different  populations.  Table  S2: 
Alternative models of shell shape and shell layer thickness for optimal fixed and variance structures (shown in 
bold). Degrees  of  freedom  (k),  log  likelihood  estimation,  corrected AICc  values  and  likelihood  estimation 
methods are reported for each model. Table S3: Pairwise FST values (below diagonal) and corresponding p‐values 
(above diagonal) calculated from 11 microsatellites. Bold p‐values were significant only before table‐wide FDR 
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